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論文内容要旨
 ゴヒ=息
 Fヨ示
 中心体は1対の中心子とその周辺蛋白からなる細胞内小器官の1つであり細胞分裂に関与する。
 体細胞分裂におけるその役割は微小管形成中心として有糸分裂紡錘体を誘導することである。受
 精において雌雄前核の融合を導く微小管形成中心はヒトを含む多くの哺乳類において精子由来の
 中心体であるとされている。その例外はげっ歯類であり,精子には中心体が存在せず卵細胞質に
 微小管形成中心が存在する。すなわち中心体は種によって由来が異なり,また受精における機能
 にも不明な部分が多い。微小管形成中心の由来の違いおよび機能の有無は微小管の形態に現れ,
 精子由来であれば精子星状体が認められる。従って微小管の形態を比較検討することにより中心
 体機能の評価をすることができる。
 ヒトにおける不妊症の原因の一つに中心体機能不全という病態が存在する可能性が示唆されて
 いる。この病態の診断法として異種の卵子に不妊症患者の精子をICSIしその微小管形成の有無
 を観察するという試みが報告されている。この際に用いる種は中心体の由来が明らかとなってい
 るもの,すなわちヒトと同様に雄性由来の中心体をもつ種でなければならない。
目的
 受精における中心体の機能を解明するためにウサギにおける精子中心体機能不全モデルを作成
 した。微小管形成の形態の違いを正常受精卵と比較しウサギの受精における精子中心体の役割を
 明らかにすることを目的に実験を行った。
方法
 全ての実験は近畿大学および東北大学における動物実験の指針に従って行った。ウサギは雌雄
 ともNewZealandwhiterabbitを用いた。中心体機能不全モデルとして中心体が除去された
 精子頭部受精卵をPiezo-ICSIによって作成した。正常精子の受精卵をコントロールとして同様
 に作成した。過排卵誘発により卵子を用意し,精子は射出精子を用いた。精子頭部と中心子を含
 む尾部の分離のために精子に超音波処理を行った。頭部より中心子が除去されていることを電子
 顕微鏡で観察し確認した。受精卵はPiezo-ICSI後の各時間毎にmicrotubule-stabilization
 bufferMとエタノールを用いて固定した。蛍光免疫染色の抗体は微小管に対して1次抗体とし
 て抗αおよび抗β一tubulinを用い2次抗体としてfluorescein-conjugatedgoatanti-mouse
 immunoglobulinGを用いた。核に対してHoechs七33342を用いた。雌雄核相および微小管の
 形態を蛍光顕微鏡,共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。
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結果
 ICSI後2時間では,正常精子で作成した受精卵では精子星状体の形成が認められたが,精子
 頭部を用いて作成した受精卵では両前核間に微小管形成が認められ精子星状体は形成されなかっ
 た。3時間後には双方の違いはさらに明らかとなった。これは共焦点レーザー顕微鏡においても
 明らかであった。しかし10時間後には形態的な違いは認められなかった。どちらも卵細胞質由
 来の形成中心をもつ微小管形成の形態であった。12時間後には精子頭部ICSI卵においても第1
 分裂紡錘体が観察され正常発生が進行していると考えられた。両受精卵における前核期移行率は
 正常精子ICSI卵の方が有意に高かった。また両受精卵の細胞分裂率に有意差はなかった。
結論
 我々の実験によりウサギ受精においては雌雄両方の中心体の機能が関与していることが示唆さ
 れた。さらに雄性の中心体が機能しない場合には雌性由来すなわち卵細胞質に存在する微小管形
 成中心がその機能を代償し発生を進行させることがわかった。
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 審査結果の要旨
 本研究の対象である中心体は細胞内小器官の一つであり,受精において雌雄前核の融合に重要
 な微小管形成中心という機能をもつ。ヒトを含む多くの哺乳類において中心体は精子によって卵
 子内に持ち込まれるが,げっ歯類では卵細胞質に微小管形成中心が存在しその由来は種によって
 異なると報告されている。ヒトの不妊症の原因として中心体機能不全の可能性が報告されており,
 臨床一ヒそれを診断する手法の確立が必要とされている。従来,異種の卵子に不妊症患者の精子を
 ICSI(lntaracytoplasmicsperminjection)しその微小管形成の有無を観察するという試みが
 報告されている。この際に用いる種はヒトと同様に雄性由来の中心体をもつ種でなければならな
 い。ウサギの中心体の由来は雄性であると考えられているが,雌雄両性の関与を示唆する報告も
 あり未だ明らかとなっていない。本研究はウサギ受精における中心体の由来を明らかとし,さら
 に臨床応用の可能性を探ることを目的としている。
 本研究では,ウサギ受精における中心体の機能およびその由来を解明するためにPiezo-ICSI
 によって精子頭部のみを卵子内に注入し精子中心体機能不全モデルを作成した。微小管形成中心
 の由来の違いおよび機能の有無は微小管の形態に現れ,精子由来であれば精子星状体が認められ
 るという報告に基づき,微小管の形態を免疫蛍光染色することにより比較し中心体機能評価およ
 び由来を検討している。
 本研究によれば中心体機能不全モデルでも微小管形成が生じその形態は卵細胞質由来の微小管
 形成中心によるものであった。さらに第一分裂紡錘体の形成まで確認されている。一方で正常精
 子をPiezo-ICSIした場合には精子星状体が認められている。しかし後に雌性由来の微小管形成
 の形態に変化することが明らかとなった。この結果によってウサギ受精においては雌雄両方の中
 心体の機能が関与し,また雄性の中心体が機能しない場合には雌性由来すなわち卵細胞質に存在
 する微小管形成中心がその機能を代償し発生を進行させることが明らかとなった。これらの結果
 より臨床においてウサギ卵は利用できる可能性が示唆された。
 本研究はウサギ受精において精子由来中心体が欠如した状態でも受精の第一細胞分裂が正常に
 進行すること及びその発生過程を初めて報告したものである。またこの報告によりウサギにおけ
 る中心体の由来とその機能からみたウサギ受精の特殊性が明らかとなった。さらにウサギ卵の臨
 床応用への可能性を考察する上でも博士論文として十分意義がある。
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